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(57)Abrcg£ 

L'invention conceme des conjugues peptidiques comprenant une sequence d'au moins 3 acides amines chotsis parmi Lys-Lys-Gly, 
Gly-His-Lys et Glu-His-Lys, dans laquelle "Lys" represente la Lysine ou un ddrive* halogene* de la Lysine, ou un ddrive* m6thyI6 de la Lysine, 
notamment M&hyl-Lysine et Dihydrobromo-M6thyl-Lysine, les acides amines pouvant fetre sous la forme D, L ou DL; ladite sequence 6tant 
conjuguee chimiquemcnt ou physiquement avec au moins un compose' selectionne* parmi les acides monocarboxyliques de formule g6n6rale 
(I): HOOC-R, ainsi que leurs de*riv6s aJcool, aldehyde ou amide; les acides dicarboxyiiques de formule g6n6rale (II): HOOC-Ri-COOH. 
Elle conceme 6galement leur utilisation a titre de medicament et des compositions pharmaceutiques ou cosm&ologiques les contenant 
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I 

CONJUGUES PEPTIDIQUES, LEUR UTIUSATION A TITRE DE MEDICAMENT ET 
COMPOSITIONS LES CONTENANT 

Sous 1'influence de processus physiologiques internes "peptides 
neurotransmetteurs" ou externes "radiations ionisantes et ultraviolettes", 
5 les cellules de repiderme, en particulier les keratinocytes germinatifs 
secrdtent des facteurs de croissance et de cooperation cellulaire, dont le 
r61e est de stimuler les synthases cellulaires des molecules du cytosquelette 
et d'activer les interactions cellulaires. 

Ces proprietes physiologiques se traduisent par une activation des 
10 metabolismes cellulaires indispensables h la regeneration des tissus 
conjonctifs du derme et de repiderme et des processus de cicatrisation. 

La pr^sente invention a pour objet la realisation de molecules 
peptidiques, derives homologues des sequences peptidiques actives des 
facteurs de croissance et de cooperation cellulaires, secretes 
15 naturellement par les keratinocytes. 

Parmi les derives peptidiques faisant 1'objet de la presente 
invention figurent notamment des derives peptidiques et 
metallo-peptidiques dont les activity pharmacologiques sont orientees : 

- d'une part, vers les synthases cellulaires des molecules composant le 
20 cytosquelette telles que les collagfcnes de type I ct III, les 

glycosaminoglycanes, les fibronectines, 

- d'autre part, vers la synthase des molecules dont le role est de stimuler et 
d'activer les ph6nom6nes de cooperation et d'interaction cellulaire 
"endotheiines, integrines". 

25 Ces activites etant compiementaires et indispensables a Texpression 

au niveau du derme et de repiderme, des processus de restructuration des 

tissus, cicatrisation, angiog£n£se, meianogenese, etc... 

Un des objets de la presente invention est {'utilisation des derives 

peptidiques et metallo-peptidiques precedents, pour le traitement en 
30 application par voie topique, de la cicatrisation des plaies chroniques, 

telles que les lesions ulcereuses du diabetique, les ulc&res variqueux, la 

cicatrisation esthetique des plaies chirurgicales, le traitement preventif et 

curatif des vergetures et de leurs complications. 

Dans les indications precedentes, les derives peptidiques peuvent 
35 etre utilises en therapeutique humaine et veterinaire sous forme de 

"pommades, gels, solutions ou de spray". 
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Une des applications priviiegiee de I'invention est l'utilisation des 
derives peptidiques dans les differents domaines de ia cosmetologies pour 
le traitement preventif et curatif des rides, du visage, du cou, et des mains, 
sous forme de lotions, gels, laits, cremes, ou de spray, en application locale. 
5 Une autre application des derives peptidiques de ttnvention est leur 

utilisation comme agent d'activation et de potentialisation des m&ranismes 
physiologiques de cooperations cellulaires. 

Les derives peptidiques peuvent 6tre utilises seuls ou de preference 
en association, avec des biomoiecules ou composes naturels ou leurs 
10 derives de synthase, dont I'activite biologique specifique, ne peut 
s'exprimer pleinement, que par la collaboration entre deux syst6mes 
cellulaires complementaires dont ils stimulent ou induisent qu'un seul 
element. 

C'est le cas, en particulier, des hormones mclanotropes qui 
15 induisent la meianogenese dans les cellules melanocytaires et dont 
1'expression au niveau de la surface de l'epiderme humain (race blanche) 
ne peut s'exprimer pleinement que par Tintime cooperation entre les 
cellules melanocytaires et les Wratinocytes, formant ainsi une veritable 
unite fonctionnelle denommee "Epidermal Melanin Unit". 
20 Les melanocytes actives par 1'aMSH cc ses derives secretent la 

meianine, qui est transferee et dispersec, dans les k6ratinocytes f sous 
l'influence des facteurs peptidiques de cooperation cellulairc et de leurs 

derives homologues. 

Une des applications de la prcsente invention est l'utilisation des 
25 derives peptidiques, precedemment decrits, dans les differents domaines de 

la dermatologie et de la cosmetologie. 

Les derives peptidiques peuvent etre utilises seuls ou en association 

avec d'autres molecules actives, tels que les derives homologues de 

synthese de 1'aMSH, ou autres substances, sous la forme de cremes, laits, 
30 lotions, solutions ou sprays, en applications topiques (locales), pour 

Paccei6ration des processus de meianogenese de l'epiderme, acceleration 

de la meianisation de la peau par obtention d'un bronzage naturel et d'une 

protection totale contre les radiations solaires (UV). 
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Plus particuli6rement la presente invention concerne des 
conjugu^s comportant une sequence peptidique comprenant au moins 
trois acides amines choisis parmi Lys-Lys-Gly r Giy-His-Lys et Glu-His-Lys, 
dans laquelle "Lys" represente la Lysine ou un derive halogene de la 
5 Lysine, ou un deriv6 mdthyle de la Lysine, notamment M6thyl-Lysine et 
Dihydrobromo-M6thyl-Lysine, les acides amines pouvant 6tre sous la 
forme D, L ou DL 

Ces acides amines etant sous leur forme naturelle ou non, ladite 
sequence 6tant utilis^e sous forme peptidique, ou conjugude 
10 chimiquement ou physiquement avec au moins un compose selectionne 
parmi 

1) les acides monocarboxyliques de formule generate 

HOOC-R ( I ) 

dans laquelle R represente un radical aliphatique en C \ ii C20 droit ou 

15 ramifie, substitu6 ou non, notamment un radical alkyl, alk6nyl ou alkynyl 
pouvant comporter une ou plusieurs insaturations et pouvant etre 
substitue par un ou plusieurs radicaux choisis dans le groupe comprenant : 
NH2, OH, oxo ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 it 6 

atomes dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre different du carbone, en 
20 particulier, S, O ou N. lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en Cj k C3, notamment m6thyL 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule 1 ; 
a la condition que si la sequence peptidique comprend uniquement Gly- 
His-Lys, elle n'est pas conjuguee a un seul residu d'acide palmitique ; 
25 Parmi les cycles pouvant etre substitues, il faut citer les cycles 




correspondant & des derives de Pacidc retinoiquc ct de l'acide lipoique. 
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Dans certains cas, la chaine aliphatique peut consister en une 
chaine polyalk6nyl. 

Parmi les composes de formule I il faut citer de preference les 
composes de formule : 
5 R 2 -CH«CH-COOH 

de configuration cis ou trans dans laquelle R2 est un radical aikyl en a 
Ci6, comportant eventuellement un ou plusieurs substituants -Nfy, OHou 
oxo. 

2) les acides dicarboxyliques de formule gencrale 
10 HOCC-RpCOOH (11) 

dans laquelle Ri represente un radical aliphaiique divalent notamment en 

C3AC10, droit ou ramifie, substitu6 ou non, notamment un radical alkyl, 

alkylene, alkenylene ou alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs 
insaturations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs radicaux NH2, 

15 OH, oxo ou un radical alkyl en Ci in C3. 

Dans la formule g£n€rale I, il faut citer plus particulierement les 
composes dans lesquels R reprtsente : 

- un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formule 
generate 

20 RrCH-CH- 

dans laquelle R2 represente un radical aliphatique notamment alkyl, 

Hneaire ou ramifie comprenant au moins 6 atomes de carbone, de 
preference 6 k 16 atomes de carbone, substitue par un groupe amino, 
hydroxy ou oxo ; 

23 - un radical alkyl Hneaire ou ramifie en C1-C20 Eventuellement susbtitu€ 

par un ou plusieurs substituants choisi parmi : amino, hydroxy, oxo, thiol, 
imino, cycloalkyl en Cj-Ci, eventuellement substitue et si au moins 2 

substituants sont presents, ils pcuvent former ensemble une liaison, 

notamment un pont disulfure. 

30 Les peptides conjugues selon l'invention sont lies sous forme de sels, 

d'esters, ou d'amides & des acides poss£dant des fonctions mgtaboliques 
essentielles dans Tactivation du cycle tricarboxylique de Krebs. 
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Les acides de formule gen6rale (I) ou (II) sont plus 
particulierement choisis parmi les acides carboxyliques pour lesquels Rj 
represente un alkytene en C 4 -C fi substitue ou non, en particulier, les acides 
acetiques, adipiques, a-amino-adipiques et derives, l'acide DL lipotque et 
5 derives, l'acide dihydrolipoique et son derive N-Lipoyl-Lysine, l'acide 
pimelique et d£riv6s, l'acide sebacique et derives. 

Les acides gras pour lesquels R represente un reste alkylene 
lineaire ou ramifie, sont plus particulierement les acides 
hydroxydec£noiques et decenoiliques, les acides rctinoiques et ses derives, 
10 le Retinal et le Rgtinol, l'acide myristique et ses derives, et l'acide 
palmitique, sous forme de sels d 'esters, ou d'amides. 

Des composes sp£cialement adapts a Tobtention de conjugues selon 
l'invention sont choisis parmi l'acide acctique et ses derives, l'acide 
a-DL-Lipoique et ses derives, l'acide dihydrolipoique, la N-Upoyl-Lysine, 
15 l'acide adipique, l'acide a«amino-adipique, l'acide pimelique, l'acide 
sebacique et ses derives, l'acide trans- 10-hydroxy-A2-decenoique et l'acide 
trans-oxo-9-decene-2-oique, l'acide retinoique et ses derives, le r6tinol, et 
le retinal, l'acide myristique et l'acide palmitique. 

Plus sp£cifiquement t la presentc invention concernc des peptides 
20 inducteurs des synthases endocellulaires des collagenes de type I et III et 
des glycosaminoglycanes, a haute activite cicatrisante et metaboliquc, 
ainsi que des molecules d'induction et de stimulation des processus de 
cooperation cellulaire. 

Les conjugues peptidiques selon l'invention comprennent de 
IS preference au moins une des sequences peptidiques suivantes : 



Lys-Lys-Gly 
Gly-His-Lys 
Glu-His-Lys 

dans laquelle Lys represente la lysine ou un derive halogene de la lysine, 
ou un derive m6thyl<§ de la lysine, notamment Methyl-Lysine et 
Di hydro bromo-Ntethyl- Lysine, les acides amines pouvant dtre sous la 
forme D, L ou DL 
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De preference, les conjugues peptidiques repondent a Tune des 
formules generates suivantes : 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), ou 
A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 
5 dans laquelle . A est un compose de formule generate I ou II ou le radical 

correspondant a ce compose 
. X peut representer une chaine de 1 a 3 residus Lys, 
eventuellernent methylee, en particulicr a Textremitd N 
terminate, OH, NH2 ou une liaison 

10 . Y peut representer OH ou NH 2l 

les acides amines dtant sous forme D, L ou DL 

A est de preference 1'acide ac6tique, I'acide adipique, I'acide 
a-amino-adipique, 1'acide DL lipoTque, t'acidc dihydrolipoique, la 
N-Lipoyl-Lysine, Pacide pimelique, 1'acide sebacique, t'acide 
15 trans-oxo-9-d6c6ne-2 oique et 1'acide trans-hydroxy- t0-d6cene-2-oique. 

La presente invention concerne pariiculierement les conjugues 
peptidiques suivants : 





1 - 


A-MeLys- Lys-Lys-G 1 y- Hi s- Ly s- N II 2 


20 


2 . 


A- Me Ly s- Ly s-G ly- His- Ly s- N H 2 




3- 


A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 




4- 


A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-Ol! 




5 - 


A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-OH 




6- 


A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 


25 


7- 


A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 




8- 


A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 




9- 


A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 




10- 


A-Lys-Gly-His-Lys-OH 




11 - 


A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


30 


12- 


A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 



WO 97/18235 



PCT/FR96/01811 



13 - A-Glu-His-Lys-NH 2 

14- A-Lys-lys-Glu-His-Lys-OH 

15- A-Lys-Glu-His-Lys-OH 
16 - A-Glu-His-Lys-OH 



10 



15 



20 



30 



A 6tant deTini comme precddemment, ainsi que les derived de ces 
molecules sous forme de sels, d'esters, ou d'amides. 

Les sequences d'acides amines, mentionnes ci-dessus peuvent etre 
des sequences d'acides amines naturels ou non naturels. 

Les conjugaisons selon la presente invention peuvent etre effectues 
en faisant reagir la fonction amine ou acide de I'acide amine" avec une 
fonction amine ou acide de I'acide A, ou memc il est possible de mettre a 
profit la presence d'une fonction hydroxy sur I'acide. 

La presente invention concerne rensemble de ces conjugaisons 
ainsi que les conjugues non fonctionnels. 

Les conjugues peptidiques pre^demment decrits dans Pinvention, 
peuvent etre utilises sous leur forme peptidiquc, ou lies avec un metal sous 
forme de complexes 6quimoleculaires. 

Le m<hal utilise pour la realisation des complexes 
mdtallo-peptidiques de 1'invention est dc preference un metal divalent 
notamment le Zinc (Zn), qui peut etre couple sous forme de sel, avec le 
groupement carboxylique de I'amino-acidc terminal, la lysine (Lys). 

De meme, dans certains cas, il est possible que certains amino-acides 
component par exemple des fonctions de glycosylation. 

II doit etre entendu que la presente invention concerne 6galement 
l'ensemble de ces formes. 

Selon un autre aspect, ('invention concerne des compositions 
galeniques contenant au moins un conjugue peptidique tel que deTini 
pr6c6demment, avec des excipients cosmetologiquement et/ou 
pharmaceutiquement acceptables. 

La presente invention concerne plus particulierement I "utilisation 
a titre de medicament d'un, ou plusieurs des conjugues et derives 
peptidiques droits precedemment selon Pinvention. 
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La presente invention concerne egalement des preparations 

t 

cosmdtiques, contenant un, ou plusieurs conjugues et derives peptidiques 
decrits pr6c6demment selon 1 'invention. 

La prSsente invention concerne egalement des compositions 
5 gateniques, pharmaceutiques et cosm6tologique$, comprenant au moins un 
des composes tels que ddfini prdcedemment. 

Un des objets de la prdsente invention est l'utilisation par voie 
topique ou injectable des conjuguds peptidiques ct de leurs derives, 
composition ou association avec des principes actifs connus. 
10 Ces conjuguds peptidiques, leurs derives, composition ou association, 

peuvent dtre prdsentds sous forme d'ampoules injectables lyophilisees, et 
sous forme de cr6me, gels, laits, lotions ou sprays, et comporter des 
excipients connus. 

Les conjugues peptidiques de I'invention, leurs derives, 

15 compositions, ou associations avec des principes actifs connus, sont utiles 
pour le traitement et la cicatrisation des plaies et lesions chroniques du 
diabetique, les ulc^res variqueux, la cicatrisation des plaies chirurgicales, 
le traitement prdventif et curatif des vergetures. 

Le conjugd pourra notamment etre associd a au moins une 

20 substance choisie parmi les antiseptiques, les antibiotiques a large spectre 
antimicrobien, ou les antifongiques a large spectre d'aetivite, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement par voie topique ct a 
la cicatrisation des plaies infectees. 

Selon un autre aspect, le conjugue peptidique peut etre presente 

25 sous forme dissociations ou de composes, avec des molecules connues pour 
leurs activitds anticoagulantes et phldbotoniques par voie topique, 
destinees au traitement pr6ventif et curatif, des vergetures, des 
insuffisances veineuses (jambes iourdes), de la couperose, en applications 
locales, sous forme de crimes de gels, de laits ou de sprays. 

30 Une des applications prSferentielle de 1'invention est Tutilisation 

des conjugues peptidiques, comme adjuvants, activateurs ou cofacteurs, en 
association avec des molecules choisies parmi V aMSH ou ses derives 
homologues, PACTH ou la propiomdlanocortine et leurs analogues dans des 
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20 



compositions destinies au traitement preventif et curatif des troubles de la 
melanogenese, a la stimulation de la melanogenese epidermique, en vue 
de I'obtention d'un bronzage naturel rapide et d'une protection totale 
contre les radiations solaires ultraviolettes (DEM). 

Une autre des applications preferentielles de I'invcntion est 
I'utilisation des conjugues peptidiques dans les differentes formulations 
cosmetologiques pour le traitement preventif et curatif des rides, du 
visage, du cou et des mains, sous forme d'emulsions, de cremes, de laits, de 
lotions, de gels, ou de sprays en application locale. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrcr I'invencion sans 
aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples on se referera aux Figures suivantes : 
Figure 1 : Intensity de fluorescence de fibroblastes marques a la 
rhodamine : mise en evidence du collagenc de type I. 

Figures 2 et 3 : Mise en evidence par mesure de IMmensite de coloration 
de la synthese de collagene par des cellules traitees ou non par le conjugue 



n° 7. 



Exemple n' 1 - Synthase du conjugue 7 
A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH? 



A = Acide Adipique - COOH-(CH 2 )4-COOH 



25 La synthese a ete realisee par la methode de Merrifield adaptee a la 

structure du conjugue selon les etapes suivantes : 



30 



Z-Gly-His-Lys-NH 2 : 
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A une solution dans la dim6thyIformamide (10 mL) contenant 
Z-Gly-OH (2.08 g, 10 mmoles), BOP (4.42 g t 10 mmoles) r de la 
diisopropytethylamine (DIEA, 22 mmoles) est additionn6 sous agitation et h 
0° C, le chlorhydrate de H-His-Lys-NH 2 (2.1 g, 11 mmoles). 

5 Apres 6 heures d'agitation a la temperature ambiante, le solvant de 

la reaction est evapord sous vide a une tempdrature inferieure ix 40° C. 
Le r£sidu est dissout dans de Tacetate d'ethyle (200 mL). 
La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), a I'eau (2 x 50 mL), avec une 
10 solution saturee de KHSO4 (2 x 50 mL), i l'eau (2 \ 50 mL). 

La phase organique est sechde sur sulfate dc sodium et concemrde 
sous vide pour conduire & une mousse blanche (3.1 g, 91%) homogfene en 
chromatographic sur gel de silice. 

15 Z-Lys(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 



Le compose Z-Gly-His-Lys-NH22 (3.45 g, 10 mmoles) est dissout dans 
l'ethanol 95 (100 mL) contenant 20 mmoles d f acidc chlorhydrique. 
Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 

20 Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une 

temperature inferieure a 40° C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether, decant^. II 
est s<§ch6 sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dimethylformamide (10 mL) en presence de Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 

25 mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropyiethylamine (DIEA, 22 
mmoles). 

Le melange reactionnel est agite 30 min a 0° C, puis 4 heures 4 la 
temperature ambiante. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide 4 une temperature 
30 inferieure k 40° C. 

Le residu est dissout dans de Pacetate d'ethyle (200 mL). 



« 
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La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL). La phase 
organique est sech6e sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour 
5 conduire a une mousse blanche (4.7 g, 82%) homogene en 
chromatographic sur gel de silice. 

Z-Lys-(Boc)-Lys-(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 

10 Le compose ZLys(Boc)-Cly-His-Lys-NH22 (5.7 g, 10 mmoles) est 

dissout dans 1'ethanol 95 (150 mL) contenant 10 mmoles d'acide 
chlorhydrique. 

Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 
Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une 
15 temperature inferieure & 40" C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Pether, decante. II 
est seche sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dim^thylformamide (10 mL) en presence de Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 
mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamine (DIEA, 22 
20 mmoles). 

Le melange reactionnel est agite 30 min a 0' C, puis 6 heures & la 
temperature ambiame. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide d une temperature 
inferieure a 40° C. 

25 Le r&idu est dissout dans de I'acetate d'ethylc (300 mL). 

La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), i l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL). i l'eau (2 x 50 mL). La phase 
organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour 

30 conduire a une mousse blanche (6.5 g, 81%) homogene en 
chromatographic sur gel de silice. 

A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 



35 
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Le compose ZLys(Boc)-Lys(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 (8 g. 10 mmoles) 
est dissout dans l'<hhanol 95 (200 mL) contenant 20 mmoles decide 
chlorhydrique. 

Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 
S Le catalyseur est filtre et le solvant concentre* sous vide a une 

temperature inferieure i 40° C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether decante. II 
est sech6 sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dim^thylformamide (10 mL) en presence d'acide adipique (2.1 g, 10 
10 mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles) ( de la diisopropytethylamine (DIEA, 22 
mmoles). 

Le melange reactionnel est agite 15 min a 0° C, puis 5 heures a la 
temperature ambiante. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature 
15 inferieure k 40° C. 

Le residu est dissout dans de Pacetate d'ethyle (200 mL). 

La phase organique esc lav6e plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution satun§e de KHS04 (2 x 50 mL), a Teau (2 x 50 mL). La phase 
20 organique est sech6e sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour 
conduire ft une poudre blanche (7.5 g, 7696) homog6ne en 
chromatographic sur gel de silice. 

Ce compose est dissout dans Tacide trifluoroacetique (50 mL). 

Apr6s 30 min, le solvant est concentre sous vide a une temperature 
25 inferieure a 40 p C et le residu triture plusieurs fois avec de Tether 
anhydre. 

La poudre blanche obtenue (6.9 g, 88%) est sechee sous vide. 

Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 



30 
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Exempie n - 2 - Synthase du conjugue 8 

A-Lys-Cly-His-Lys-NH 2 
A = Trans- 10-Hydroxy-d6c2-enoic-acide 

La synthase a 6te realist par la methodc de Merrifield adaptee 
selon les etapes suivantes et la meihodologie decrite i I'exemple n°l : 

1 - Z-Gly-OH + H-His-Lys-NH 2 

10 2 - Z-Gly-His-Lys-NH 2 

3 - Z-Lys-(BOC)-Gly-His-Lys-NH 2 

4 - A-BOP, D1EA, DMF 

5 - Decenoyl-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

15 Preparation du complexe metallo-peptidique avec le Zinc. 

On utilise le sel de Zinc sous forme de Zncl2. 

Le conjugue peptidique precedemment obtenu est mis en solution & 
pH.56 dans l'eau distillee dans les proportions suivantes : 

1 molecule du conjugue n* 8 dans une solution dc Zncl2 a 10%. 
20 Apres chauffage a 20° C pendant 10 mn, Ic complexe est purifie sur 

colonne de Biogel P-2 pour dliminer I'exces de chlorurc de Zinc non fixe 
sur le peptide, et 61ue avec de l'eau distillee. 

Apr£s elution, on obtient une solution contenant 0,5% ce Zncl2 pour 
une molecule peptidique. 

La solution est ensuke congelee a basse temperature "-60° C" et 
lyophilisee. 

On obtient le complexe metallo-peptidique sous forme de poudre 
blanche dont la formule est la suivante : 

30 HO(CH 2 )7-CH=CH-CO-Lys-Gly-His-Lys-Zn 

ou (Trans-10-hydroxy-dec2-enoic-Lvs-Gly-His-Lys-Zn) 
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done les caract^res analytiques sont les suivants : 

CaractSres organoleptiques : Lyophilisac blanc soluble dans 

l'eau. 

5 

Purete HPLC : 95%, 

Spectrometrie de masse "hors Zinc" PM 636.4-6363.6 

10 Composition en acides amines 
(% hors Zinc) 
Lysine 
Histidine 
Glycine 

15 

Exemplc 3 - Etude du pouvoir cicairisant du conjuguc 
peptidique n* 7 chcz Panimal f, rai M 

But dc l'6tudc 

20 

Determiner le pouvoir cicatrisant du peptide n* 7 administre chez le 
rat-OFA par applications topiques aux doses de 0,75 ng, 7,5 ng et 75 ng par 
animal pendant cinq jours. 

25 Materiel et method c 

I - Animaux : rats de souche OFA, OFl, IFFA-CREDO, pesant de 250 a 300 g. 

II - Produits a tester 

30 

Conjugue peptidique n° 7, correspondant la formule 
Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH2. 



-42.95% 
21,55% 
8.97% 
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Mis en solution dans le propylene glycol aux doses de 1,5 fig/ml, 15 
yg/ml, 150 jig/ml. 

Ill - Methode 

Apr&s anesth£sie g^nerale & Tether, une incision de 5 cm de long a 
ete pratiqude sur la flanc droit des animaux. 

Une suture en fil trinyl 2/0 a ete effectu^e a raison d'un point tous 
les 0,5 cm. 

Les animaux traites comme les temoins ont subi la meme 
intervention dans les memes conditions. 

Le traitement a debute le lcndemain de Pintervention sur les lots 
d'animaux traites aux doses de 0,5 ml de solution peptidique sur chaque 
incision. 

Soit 0,75 ng, 7,5 ng et 75 \ig de peptide par animal et par application 
pendant la duree du traitement, soit 5 jours. 

Les animaux ont ete mis en observation pendant 9 jours, ils ont 
ensuite etd sacrifids par une dose letale de penthiobarbital. 

Les zones de peau en cours de cicatrisation ont ete prelevees et 
soumises aux "tests" d'Stirement au dynamometre, pour mesurer la 
resistance de la cicatrice a retirement. 

Analyse statistique des resultats 

25 Une analyse statistique a ete effectuee sur les valeurs de resistance 

obtenue au dynamometre. 

Une analyse de variance et un test de W T' student a ete pratique sur les 
valeurs individuelles, aim de ddfinir le seuil de signification des resultats. 

30 Resultats 

Le peptide n°7, administre aux doses de 0,75 yg, 7,5 ng et 75 jig, par 
jour et pendant 5 jours consecutifs, aux animaux en experimentation, 
augmente de facon hautement significative, la cicatrisation des plaies chez 



10 



15 



20 
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les animaux traites par rapport aux t£moins, aux doses de : 
0,75 ng 1'augmentation est de 14,5%, 
7,5 ng l'augmentation est de 30,9%, 
75 ng 1'augmentation est de 59,6%. 
5 On observe en paniculier une cicatrisaiion totale chez les animaux 

traites, & partir du 3eme jour, alors que les lemoins ne presentcnt pas de 
signe visible de cicatrisation. 

L'aspect des cicatrisations au 96me jour prdsente chez les animaux 
trails, une cicatrisation parfaitement plate, avec absence de bourrelets 
10 cicatriciels. 

Tableau n° 1 

Animaux traitds par 0,75 yg/jour/5 jours par peptide formule 
15 n° 7 

Resistance des cicatrices & retirement "dynamomctrie" 



Groupe Temoin Groupe Traitd 

20 

Animaux Dynes Animaux Dynes 



894923 


26,2 


894918 


28,5 


894924 


23,7 


894919 


26,1 


894925 


22,5 


894920 


29,3 


894926 


25,4 


894921 


27,7 


894927 


24,8 


894922 


28,6 


Moyenne 


24,5 +/- 1,5 


Moyenne 


28,0+/- 1,2 



30 
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Tableau n° 2 



10 



Animaux traites 


par 7,5 


■1 o /\f\\\v/ *\ 




i urjuuic 


n* 7 










Groupe Temoin 




vjj uupL i raiic 




Animaux 


Dynes 




Animaux 


Dynes 


894923 


26,2 




894928 


32,6 


894924 


23,7 




894929 


30,4 


894925 


22,5 




894930 


33.1 


894926 


25.4 




894931 


323 


894927 


24,8 




894932 


31.8 


Moyenne 


24,5 +/- 


1.5 


Moyenne 


32.0 +/- 1.0 



Tableau n° 3 

20 

Animaux traites par 7,5 jxg/jour/5 jours par peptide formulc 
n° 7 



25 Groupe Temoin Groupe Traite 



Animaux Dynes Animaux Dynes 



35 



894923 


26.2 


894933 


39,8 


894924 


23,7 


894934 


41,3 


894925 


22,5 


894935 


37,5 


894926 


25,4 


894936 


36,2 


894927 


24,8 


894937 


40,7 


Moyenne 


24,5 +/- 1,5 


Moyenne 


39,1 +/■ 2,2 
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La culture est realisee en DM EM 10% SVF dans les tubes de Leigton 
contenant une lamelle dans le fond du tube, volume final : 1,6 ml. 

8 tubes sont prevus par type cellulaire : 3 temoins et 5 
concentrations. 

5 

Preparation des produits : 



Preparation d'une solution mere du conjugue n" 7 a 2,34 10-3 M : Ml 



10 


M 


Vol de M 


Vol de PHS-BSA 


Vol M 




M2 


2 ml Ml 


2,68 ml 


10-3 M 


15 


M3 


0,01 ml M2 


1 ml 


10-5 M 




M4 


0.01 ml M3 


1 ml 


10-7 M 


20 


M5 


0,01 ml M4 


1 ml 


10-9 M 



Ces differentes solutions meres seront ajoutecs au milieu de culture 
au moment du contact produit. 

Les dilutions sont realisees dans du PBS (Eurobio) - BSA 0,1% 
25 (Flucka) puis filtrees sur fihres 0,22 *im (Sartorius). 

Methodologie 

A JO, ie milieu est elimine et remplace par du milieu frais auquel est 
30 ajoute le conjugue n° 7 aux differentes concentrations selon le tableau 
suivant : 
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Conclusions 

Les resultats obienus au cours de cette etude permettent de conclure 
que le peptide n* 7 possede une action cicatrisante hautement 
significative. 

Pour les doses de 75 fig par jour pendant 5 jours la difference entre 
le groupe traite et le groupe temoin est de 59,6%. 

Exemple 4 - Misc cn evidence de I'activitc du conjuguc n* 7 sur 
la synthese de collagene de type I par des fibroblastes en 
culture 

La mise en evidence de rinfluence du conjugue n* 7 sur la synthese 
de collagene de type 1 par des cellules en culture a etc realisee sur deux 
types cellulaires : 

- des fibroblastes humains de plastie mammaire au 3eme passage, obtenus 
dans notre laboratoire de culture cellulaire a 1'IEB, 

- des MRC5, fibroblastes de poumon cmbryonnaire humain non 
20 transformed au passage p38, obtenus a p 25-30 chcz ICN FLOW. 

Les cellules sont stimulees ou non avec 1c conjuguc n' 7, puis elles 
sont observees au microscope photonique a fluorescence apres re"velation 
du collagene de type 1 par une reaction d'immuno-fluorescence 
secondaire. 



15 



25 



30 



Materiel et methodc 



Culture cellulaire : 



Les cellules sont enscmenc^es a raison de 70 000 cellules par ml 
pour les fibroblastes de primoculture et 20 000 pour les MRC5. 



WO 97/18235 



20 



PCT/FR96/0181 1 



C Concentration Vol milieu Vol M 

finale 



5 

Q 10" 4 M 

C2 10-s M 

10 Q 10- 7 M 

C4 la* M 

C5 10-7 M 
15 

Les temoins TO et T ne re^oivent que du milieu. 
Tl est traite comme C 1 . 

20 Fixation des cellules 

Le milieu est eliminc ; les tubes sont rinccs 3 fois avec du DM EM sans 
sdrum h 37° C. 

Les cellules sont fixees 20 mn a 4'C en presence de PFA 2,5% (Prolabo) 
25 dans du Hanks (Eurobio), 

3 ringages en DMEM sans serum sont efTeaues suivis de 2 lavages 10 
mn en PBS sans calcium ni magnesium (Eurobio). 

Marquage des cellules 

30 



1,5 ml 0,15 ml M2 

1,5 ml 0,015 ml M2 

1,5 ml 0,015 ml M3 

1,5 ml 0,015 ml M4 

1,5 ml 0.015 ml M5 



* Reaction primaire : fixation du premier anticorps de souris 
anticollagene humain de type 1 dilue au l/100eme dans du PBS, 



< 
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Les lamelles sont sorties des tubes et sechees. La face portant les 
cellules est rep^ree et signage (un angle est casse pour rep^re). 

100 ml d'anticorps primaire sont mis au contact des cellules pour les 
conditions CI a C5- 

5 Les lamelles T et Tl restent dans les tubes avcc du PBS sans calcium 

ni magnesium car ce sont des temoins pour le deuxieme anticorps. 

Les lamelles sont placees en chambre humide pour eviter la 
d6shydratation k +4° C sous agitation douce durant toute la nuit. 

* Reaction secondaire : cette etape revele la reaction primaire par 
10 un anticorps secondaire de ch6vre ami-Ig G de souris marque TRITC : 
Sigma r6f. T-7782 lot 044H4831. 

L'anticorps primaire est elimine et les lamelles sont lavees 2 fois au 
PBS pendant 10 mn a temperature ambiante. 

Puis un lavage en PBS 0,1% BSA est realise 10 mn supplementaires. 

15 

100 ml d'anticorps secondaire dilu£ au l/1206me sont mis au contact des 
cellules de toutes les lamelles & temperature ambiante durant 1 heure. 

L'anticorps est ensuite elimine et les lamelles sont lavees au PBS 

* 

0 f 1% BSA 10 mn, puts 4 fois 5 mn & I'eau osmosee. 
20 line fois sechees les lamelles sont montecs cote cellules sur une 

lame de microscopie contre une goutte dc liquidc de montage (Sigma). 
Les bords des lamelles sont lutes au vemis. 

Resultats 

25 

Les observations microscopiques sont realisees sur un microscope 

droit & fluorescence Zeiss (Axioplan), surmonte d'une camera 3 CCD Sony 

(MC-3215 P/M) reliee k un moniteur video Trinitron avec ecran couleur 

Sony. L'ensemble est connect* a une imprimante couleur Sony (UP-7000p). 

30 Les observations des lames sont faites avec robjectif Plan Apochromat x 63 
i Thuile. 
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Les cellules sont d'abord observes en contraste interferentiel et/ou 
de phase. Qyand un champ est selections, l'image est enregistr^e, puis 
sans bouger d'endroit 1'observation est r^alis^e en fluorescence et 
enregistr6e. 

5 Ainsi pour chaque prise de vue nous disposons simultan6ment a 

l'ecran ou superposes les 2 images memorisees. 

Conclusions 

10 Comme le montre l'ensemble de ces resultats, le conjugue n° 7 a 

10-11 M stimule tr£s significativement la synthese de collagene de type I 
par des fibroblastes de primoculture. 

La couleur rouge indique la fixation des anticorps secondaires 
marques £ la rhodamine sur les anticorps anti-collag6ne de type I. Cette 
15 couleur temoigne done de la presence de collagene de type I synthetis^e 
par les fibroblastes en culture. 

La luminosity moyenne du rouge sur Pensemble de l'image des 
cellules trait6es avec le conjugu£ n° 7 & 10-1 1 M est de 54,8 alors que pour 
les cellules non traitees elle n'est que de 32,78. 
20 Le conjuguee n° 7 stimule la synthese de collagene de type I par les 

fibroblastes humains de primocultures de manicre significative : +67%. 

Les resultats non presentes ici, obtenus sur les MRC5 donnent les 
memes tendances, 

25 (Voir figures 1 a 3). 

LEGENDES DES FIGURES 




Intensity de fluorescence de fibroblastes marques a la 
rhodamine : mise en Evidence du collagene de type I 

S 10-11 M 
IS 10-9 M 
□ 10-7 M 
B T 
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REVINDICATIONS 

1. ConjuguS peptidique caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'au moins 3 acides amines choisis parmi Lys-Lys-Gly, Gly-His- 
5 Lys et Glu-His-Lys, 

dans laquelle u Lys H represente la Lysine ou un derive halog^ne de la 
Lysine, ou un derivd methylc de la Lysine, notamment Methyl-Lysine et 
Dihydrobromo-M6thyl-Lysine, les acides amines pouvant etre sous la 
forme D, L ou DL, 

10 ladite sequence etant conjuguee chimiquement ou physiquement avec au 
moins un compost selectionne parmi 
• les acides monocarboxyliques de formule generale 

HOOC-R (I) 
dans laquelle R represente un radical aliphatique en C r C 2 o. lineaire ou 

15 ramifie, eventuellernent substitud, pouvant comporter une ou plusieurs 
insaturations, 

ainsi que les d6riv6s alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule I ; 
it la condition que si la sequence peptidique comprend uniquement Gly- 
His-Lys, elle n'est pas conjuguee & un seul residu d'acidc palmitique ; 

20 - les acides dicarboxyliques de formule generale 

HOOC-R^OOH (II) 
dans laquelle K x represente un radical aliphatiquc divalent, comprenant 
au moins 3 atomes de carbone, de preference 3 a 10 atomes de carbone, 
droit ou ramifie, notamment un radical alky!, alkytene, alkenylene ou 

25 alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations 
eventuellernent substitue, notamment par un ou plusieurs groupes amino, 
hydroxy, oxo ou un radical alkyl en C r C 3 . 



2. Conjugue selon la revendication 1, caracteris* en ce que dans la 
30 formule g^n^rale I, R peut repr6senter : 

- un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formule 
generale 

R 2 -CH«CH- 

dans laquelle R 2 peut representer un radical alkyle lineaire ou ramifie 
35 comprenant au moins 6 atomes de carbone, de pr6f£rence 6 & 16 atomes de 
carbone eventuellernent, substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 
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10 



15 



7^ 



- un radical aliphatique Hneaire ou ramifie en C r C 20 substitue ou non, 
notamment un radical alkyl, alkenyl ou alkynyl pouvant comporter une 
ou plusieurs insaturations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs 
radicaux choisis dans le groupe comprenant : 

NH 2 , OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 
a 6 atomes dans !e cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en 
particulier, S, O ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en Ci a C 3l notamment methyl. 

3. Conjugue selon la revendication 2, caractcrise en ce que lorsque 
R represente une chaine aliphatique en C r C 20 , elle peut etre susbtituee 
par un cycle choisi parmi 





et 



4. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce que dans la 
formule II, R, represente un reste alkylene en C 4 -C 8 eventuellement 

20 substitue. 

5. Conjugue selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que la sequence d'acides amines est liee a I'acide de formule 1 ou II ou a 
son derive sous forme de sel, d 'ester ou d 'amide. 



6. Conjugue selon I'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce 
que I'acide de formule generale I est choisi parmi I'acide ac&ique, I'acide 
DL Iipoique, I'acide dihydrolipoique, la N-lypoyl-lysine, les acides 
hydroxydecenoiques et ddcenoiliques, I'acide retinoique et ses derives, le 
30 retinal et le retinol, I'acide myristique et ses derives, I'acide palmitique, 
sous forme de sels, d'esters ou amides, 

et en ce que I'acide de formule gen6rale II est choisi parmi I'acide 
adipique, Tacide a-amino adipique, I'acide pimeiique, I'acide sebacique et 
leurs derives. 
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7. Conjugue selon Tune des revendicaiions 1 in 6, caracterise en ce 
que les acides de formules generates I ou II sont de preference choisis 
parmi I'acide antique et ses derives, Tacide a-DL-Lipoique ec ses ddrivds, 

5 I'acide dihydrolipoique, la N-Lipoyl-Lysine, I'acide adipique, I'acide 
a-amino-adipique, I'acide pim61ique, I'acide sebacique et ses derives, 
I'acide trans- 10- hydroxy- A 2- ddc en oi que et i'acide 
trans-oxo-9-decene-2-oi*que f I'acide retmoique et ses derives, le retinol, et 
le retinal, I'acide myristique et I'acide palmitique. 

10 

8. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 7, caracteris6 en ce 
qu'il pr^sente la formule generate 

A-X-Gly-His-Lys-Y (111), ou 
A-X-Clu-His-Lys-Y (IV) 
15 dans laquelle . A est un compose de formule generate ] ou II, ou le radical 

correspondant 

. X peut representer une chaine de 1 J 3 residus Lys, 
dventuellement methyles, OH, NH2 ou une liaison 

. Y peut representer Oil ou NH^. 
20 les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

9. Conjugue selon Tune des revendications de 1 ix 8 caracterise en ce 
qu'il est selectionne parmi les derives peptidiques suivants : 



1 - A-MeLys-Lys-Lys-Cly-His-Lys-NH 2 

2 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

> 

3 - A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 

4 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

5 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

6 - A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 

7 - A- Ly s-Ly s-G ly- H i s- Lys- N H 2 
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8- 


A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 


9- 


A-Lys-Lys-GIy-His-L\ s-OH 


10- 


A-Lys-Gly-His-Lys-OH 


11- 


A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH2 


12- 


A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


13- 


A-Glu-His-Lys-NH 2 


14- 


A-Lys-Lys-GIu-His-Lys-OH 


15- 


A-Lys-Glu-His-Lys-OH 


16- 


A-Glu-His-Lys-OH 



10 

M A M etant un acide de formule generate I ou II idles que ddfinies dans les 
revendications de 1 & 7, ainsi que les derives de ccs molecules sous forme 
de sels d'esters ou d'amides. 

15 10. Conjugue selon 1'une des revendicaiions de 1 a 9, caracterise en 

ce qu'il est sous forme de complexes metallopcptidiques lies physiquemenc 
ou chimiquemem in un sel de Zinc. 

11. Composition pharmaceutique, caractcrisee en ce qu'elle contient 
20 au moins un conjugue selon Tune des revendications 1 a 10 avec des 
excipients pharmaceutiquement acceptables. 



12. Composition galenique pharmaceutiquc, comprenant au moins 
un des conjugues peptidiques selon Tune des revendications 1 a 10, 
presentees sous forme de pommades, de cremes dermiques, de gels, de 
lotions et de sprays, destines & la medecine humaine et vet<§rinaire pour le 
traitement et la cicatrisation des plaies. 



WO 97/18235 PCI7FR96/0181 1 

27 

13. Composition galenique pharmaceutique, comprenant au moins 
un conjugue peptidique, selon Tune des revendications de 1 a 10, 
caract6ris6e en ce que le conjugue est associe 4 au moins une substance 
choisie parmi les antiseptiques, les antibiotiqucs 4 large spectre 

5 antimicrobien, ou les antifongiques 4 large spectre d'activitd, destinee au 
traitement par voie topique et 4 la cicatrisation des plaies infectees. 

14. Composition galdnique 4 usage pharmaceutique et 
cosmetologique, comprenant au moins un des conjugu^s peptidiques selon 

10 les revendications de 1 a 10, presente sous forme dissociations ou de 
composes, avec des molecules connues pour leurs activates anticoagulantes 
et phlebotoniques par voie topique, destinees au traitement pr^ventif et 
curatif, des vergetures, des insuffisances veineuses (jarnbes lourdes), de la 
couperose, en applications locales, sous forme de cremes de gels, de laits ou 

15 de sprays. 

15. Composition galenique a usages pharmaceutiques et 
cosmetologiques, comprenant au moins un des conjuguds peptidiques selon 
les revendications de 1 4 10 utilises seuls, ou sous forme dissociations, de 

20 composes, ou de complexes, avec des molecules connues pour leur derives 
homologues de 1'aMSH, de PACTH, et dc la proopiomdlanocortine, 
presentees sous forme de crimes, de gels, de laits, de lotions ou de sprays, 
pour applications topiques, ct destinees au traitement preventif et curatif 
des troubles de la melanogenese, a I'acceleration de la melanisation de 

25 Tepiderme, et a l'obtention d'un bronzage cutane naturel, et d'une 
protection totale contre les radiations solaires ultra-violettes (UVA-UVB). 

16. Conjugue peptidique selon 1'une des revendications 14 10, pour 
son utilisation 4 titre de medicament. 

30 

17. Composition cosmetologique contenant au moins un conjugue 
selon I'une des revendications 1 4 10 presentees sous forme de crimes, de 
gels, de lotions, ou de sprays, pour applications par voie topique destinees 
au traitement prtventif et curatif des rides du visage, du cou et des mains. 

35 
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